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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Rastermikroskop mit min- 
destens einer punktformigen Lichtquelle, mindestens ei- 
nem Lichtdetektor und mindestens zwei Objektiven, wo- s 
bei sich auf verschiedenen Seiten der Objektebene min- 
destens ein Objektiv befindet, das gegen mindestens ein 
Objektiv, das sich auf der anderen Seite der Objektebe- 
ne befindet, gerichtet ist und mit diesem einen gemein- 
samen Fokus hat. 10 

Aus der DE-OS 391 841 2 ist ein Rastermikroskop fur 
Durch- und Auflicht bekannt, das, in Lichtrichtung gese- 
hen, vor und hinter einer Strahlscanningeinrichtung je ei- 
nen potarisationsoptischen Strahlenteiler besitzt, wobei 
der hintere Strahlenteiler in den Strahlengang ein- und ^ 
ausschaltbar ist. Dieses bekannte Rastermikroskop ist 
ein mikroskopischer Aufbau, der dazu dient, Proben so- 
wohl im Durchlicht als auch im Auflicht betrachten zu 
konnen. Es dient im Gegensatz zu dem erfindungsge- 
maBen Rastermikroskop nicht zur Verbesserung der 20 
Auflsung mittels Interferenz. 

Dieses bekannte Rastermikroskop ist nicht dazu ge- 
eignet, Interferenz im Fokalbereich derObjektive herzu- 
stellen, da der Polarisationsstrahlteiler zu unterschiedli- 
chen Polarisationszustanden im unteren und oberen 2s 
Strahlengang fuhrt. Licht unterschiedlicher Polarisation 
ist nicht interferenzfahig. 

In der bisherigen Mikroskopentwicklung wurde be- 
sonderen Wert auf die VergroBerung der Apertur der Mi- 
kroskopobjektive gelegt. Damit konnte man die Auflo- 30 
sung in XY-Richtung erhdhen. Bei einer Apertur von NA 
= 0,95 fOr Trockenobjektive (Aperturwinkel von 71°) 
scheint zunachst eine technische Grenze erreicht zu 
sein. 

Dies gilt nicht fur die Auflosung in Z-Richtung. Fur 35 
die genaue dreidimensionafe Erfassung eines Punktes 
transparenter oder fluoreszierender Objekte ist aber die 
Auflosung in Z-Richtung genauso wichtig wie in XY-Rich- 
tung. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende 40 
Aufgabe besteht darin, ein Rastermikroskop vorzusch la- 
gen, dessen Auflosung moglichst groB ist. 

Diese Aufgabe wind erfindungsgemaB dadurch ge- 
lost, daB mindestens eine nichtpolarisierende Strahlteil- 
ervorrichtung zur Aufspaltung des beleuchtenden Lichts *s 
in koharente Anteile, die die verschiedenen, gegenein- 
ander gerichteten Objektive beieuchten, und/oder zum 
Zusammenfuhren von zueinander koharenten Licht- 
strahlen von den verschiedenen, gegeneinander gerich- 
teten Objektiven vorgesehen ist und so angeordnet ist, so 
daB der Gangunterschied der durch die Strahlteilervor- 
richtung definierten, von mindestens einer Lichtquelle 
durch die verschiedene, gegeneinander gerichtete Ob- 
jektive zu deren gemeinsamen Fokus fuhrenden opti- 
schen Wege kleiner ist als die Koharenzlange des aus ss 
dieser Lichtquelle kommenden Lichts und/oder der 
Gangunterschied der durch die Strahlteilervorrichtung 
definierten, von dem gemeinsamen Fokus durch die ver- 



schiedenen Objektive zumindestens einem gemeinsa- 
men Detektor fuhrenden optischen Wege kleiner ist als 
die Koharenzlange des vom gemeinsamen Fokus stam- 
menden Lichts, und daB mindestens ein Interferenzver- 
anderungsmittel derart angeordnet ist, daB Licht, das 
durch mindestens eines der Objektive hindurchgegan- 
gen ist, koharent oder teilkoharent uberlagert wird mit 
Licht, das durch mindestens ein Objektiv hindurchge- 
gangen ist, welches sich auf der anderen Serte der Ob- 
jektebene befindet, so daB die uberiagerten Lichtquellen 
am Objekt und/oder an mindestens einem Lichtdetektor 
zumindest zeitweise miteinander interferieren, daB eine 
gezielte Beeinfiussung der Interferenz moglich ist. 

Mit den Interferenzveranderungsmitteln ist es mog- 
lich, das entstehende Interferenzmuster gezielt zu be- 
einflussen, so daB das Interferenzmuster nicht von sta- 
tistischen Zuf alien oder von der Anordnung der Mikro- 
skopteile alleine abhangt. 

Vorteilhafterweise trrtt an mindestens einem abzu- 
bildenden Objektpunkt und/oder an mindestens einem 
Lichtdetektor zumindest zeitweise konstruktive Interfe- 
renz auf. 

Vorzugsweise sind die zwei Objektive, die auf ver- 
schiedenen Seiten der Objektebene angeordnet sind, 
gegeneinander gerichtet und zur optischen Achse und 
zueinander zentriert. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausf Oh rungs- 
form befindet sich in mindestens einer Ebene, die zur 
Objektebene optisch konjugiert ist, mindestens eine 
Blende. Diese Blende ist ublicherweise eine Lochblen- 
de. Eine Blende wird insbesondere dann vorgesehen, 
wenn sich die optisch zur Objektebene konjugierte Ebe- 
ne vor einem Lichtdetektor befindet, der das durch die 
Blende gegangene Licht registriert und/oder daB diese 
Blende als Lichtquelle dient. 

GemaB einer weiteren besonders bevorzugten Aus- 
fuhrungsform ist das Interferenz-veranderungsmittel 
eine Kompensationsvorrichtung, die an mindestens ei- 
nem abzubildenden Objektpunkt und/oder an minde- 
stens einem Lichtdetektor eine Uberlagerung koharenter 
oder teilkoharenter Wellenzuge ermoglicht, die jeweils 
durch die verschiedenen Objektive ganz oder teilweise 
getreten sind. 

Diese Kompensationsvorrichtung ruft vorzugsweise 
an mindestens einem abzubildenden Objektpunkt 
und/oder an mindestens einem Lichtdetektor zumindest 
zeitweise konstruktive Interferenz der Wellenzuge her- 
vor. Unter einer Kompensationsvorrichtung soil eine Vor- 
richtung verstanden werden, die dazu dient, den Gang- 
unterschied zwischen Wellenzugen, die durch verschie- 
dene Objektive hindurchtreten oder hindurchgetreten 
sind, zu verandem. 

Vorzugsweise besitzt mindestens eine der Kompen- 
sationsvorrichtungen als gangunterschiedveranderndes 
Element eine zumindest teilweise transparente Platte, 
die unterschiedliche optische Dicken aufweist und so be- 
wegt wird, daB in einer zeitlichen Abfolge unterschiedli- 
che optisch dicke Teile der Platte in den Strahlengang 
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gebracht warden. 

GemaB einer weiteren besonders bevorzugten Aus- 
fuhrungsform ist mindestens eine der Kompensations- 
vorrichtungen eine mechanische Translationsvorrich- 
tung, die an mindestens einem optisch wirksamen Teil s 
angebracht ist und den optisch en Weg verlangert cder 
verkurzt. Eine mechanische Trans lationsvorrichtung ist 
beispielsweise ein piezoelektrisch oder ein elektrome- 
chanisch betriebener Translator. Das optisch wirksame 
Teil kann insbesondere ein Spiegel, ein Strahl- oder io 
Farbteiler oder ein sonstiges Umlenkelement sein. 

In einer anderen Ausf Ohrungsfonm bewirken die In- 
terferenzveranderungsmittel vorzugsweise eine Trans- 
lationsbewegung der Objektive, so dal3 die Trans lations- 
bewegung eine nicht verschwindende Komponente in is 
Ausbreitungsrichtung der Wellenfront besrtzt, wobei sich 
die Objektive und die Probe zusammen entlang der op- 
tischen Achse bewegen. Interferenzveranderungsmittel 
verschiedener Bauart konnen in ein und demselben Auf- 
bau vorhanden sein. 20 
Vorteilhafterweise verandem die Interferenzverande- 
rungsmittel die Interferenzmuster schnell oder auch 
langsam. Insbesondere verandert die Kompensations- 
vorrichtung den Gangunterschied zwischen den Wellen- 
zugen, die durch das eine Objektiv hindurchgehen oder 2s 
hindurchgegangen sind und den Wellenzugen, die durch 
das andere Objektiv hindurchgehen oder hindurchge- 
gangen sind, schnell oder auch langsam. Die Translation 
der Objektive kann ebenfalls entweder schnell oder auch 
langsam erfolgen. 30 

GemaQ einer weiteren besonders bevorzugten Aus- 
fGhrungsform wird die Veranderung der Interferenzmu- 
ster periodisch durchgefOhrt, verandert die Kompen-sa- 
tionsvorrichtung den Gangunterschied zwischen den 
Wellenzugen, die durch das eine Objektiv hindurchge- 35 
hen oder hindurchgegangen sind, und den Wellenzu- 
gen, die durch das andere Objekt hindurchgehen oder 
hindurchgegangen sind, periodisch, oder die Objektive 
fuhren eine periodische Bewegung durch. 

Vorzugsweise ist mindestens ein Interferenzweran- 40 
derungsmittel mrt der Steuer- und/oder Regelelektronik 
der Rasterung und/oder mrt der Bildaufnahmeelektronik 
in ihrer Funktion rtickgekoppelt und/ oder abgestimmt. 

GemaQ einer weiteren besonders bevorzugten Aus- 
fuhrungsform wird das Signal mrt Hilfe einer Sample- *s 
Elektronik, z.B. Lock-In, Boxcar-Integrator o. a., weiter- 
verarbeitet und der Sample-Takt wird mit Hilfe eines in- 
terf erometrischen Aufbaus mit mindestens einem Licht- 
detektor gewonnen, oder der Sample-Takt ist vom opti- 
schen Aufbau unabhangig, oder der Sample-Takt wird so 
von Signalen bezogen, welche die Interferenzverande- 
rungsmittel steuem oder regeln. Zu diesen Steuer- oder 
Regelsignalen gehdren insbesondere die Steuer- oder 
Regelsignale mechanischer Stellglieder, die an optisch 
wirksamen Teilen angebracht sind, und die von Kompen- ss 
sationsvorrichtungen. 

Als Ltchtdetektoren sind Photomultiplier gut ge sig- 
net, aber auch TV-Kameras und auch andere Empf an- 



ger, die Lichtsignale in elektrische Signale umwandeln. 

Weitere besonders bevorzugte Ausfuhrungsformen 
werden in den weiteren Unteranspruchen beschrieben. 
Die Erfindung wird nun anhand der beigefugten Zeich- 
nungen naher erlautert. 

Es zeigen: 

Figur 1 die schematische Darstellung des Strahlen- 

ganges eines Rastermikroskops, 

Figur 2 die schematische Darstellung des Strahlen- 

ganges einer weiteren Ausfuhrungsform eines 

Rastermikroskops, 

Figur 3 die schematische Darstellung des Strahlen- 
ganges einer anderen Ausfuhrungsform eines 
Rastermikroskops und 

Figur 4 die schematische Darstellung des Strahlen- 
ganges einer weiteren Ausfuhrungsform eines 
Rastermikroskops. 

Wie in Figur 1 dargestellt, beleuchtetdie Lichtquelle 
1 (Laser oder Kurzbogenlampe) die Lochblende 2. Vor 
dieser Lochblende 2 ist die Linse 14 und hinter dieser 
Lcchhlende 2 die Linse 3 vorzugsweise im Abstand ihrer 
Brennweiten zur Lochblende angeordnet. Die Wellen- 
front, die den Strahlteilerwurfel 1 0 passiert, wird von dem 
Strahlenteiler 4 in mindestens zwei zueinander koharen- 
te Teilwelienfronten gespalten und abgelenkt. Unter den 
Begriff Wellenfront soil auch ein ganzer Wellenzug fal- 
len, d. h. auch mehrere Wellenfronten. Die einzelne Wel- 
lenfront steht hier, wie im folgenden als ein erklarendes 
Beispiel fur alle Wellenfronten eines Wellenzuges. Der 
gemaft Figur 1 nach unten abgespaltete Teil der Wellen- 
front trifft auf den Spiegel 6 und wird von diesem Spiegel 
6 auf das Objektiv 8 gelenkt. Der gemaB Figur 1 nach 
oben auf gespaltete Teil der Wellenfront wird auf den vor- 
zugsweise symmetrisch zu dem Spiegel 6 angeordneten 
Spiegel 5 gelenkt. Dieser Spiegel 5 lenkt nunmehr sei- 
nerseits den auf ihn auftreffenden Teil der Wellenfront 
auf das Objektiv 7. Die beiden Objekt rve 7 und 8 des Mi- 
kroskops sind gegeneinander gerichtet angeoro^iet, vor- 
zugsweise zueinander und zur gemeinsamen optischen 
Achse zentriert. Die beiden Objektive 7 und 8 fokussie- 
ren die auf sie auftreffenden Teilwelienfronten in die Ob- 
jektebene 9. In der Objektebene 9 beftndet sich das zu 
untersuchende Objekt, so da8 der gemeinsame Orts- 
punkt, auf den die Teilwelienfronten fokussiert werden - 
im allgemeinen der gemeinsame Brennpunkt - der ab- 
zubildende Ortspunkt ist. Das von dort emrttierte oder re- 
flektierte Lbht wird von den Objektiven 7 und 8 erfa8t 
und uber die Spiegel 5 und 6 und den Strahlenteiler 4 
dem Strahlteilerwurfel 10 zugefuhrt Dieser Strahlteiler- 
wurfel 10 lenkt nun seinerseits das Licht oder einen Teil 
davon Ober die vorzugsweise symmetrisch zu der Linse 
3 angeordneten Linse 1 1 in die Lochblende 1 2. Der Licht- 
detektor 13 (Detektor) miBt die Intensitat des durch die 
Lochblende 1 2 zu ihm gelangenden Lichts. 

Im Strahlengang zwischen dem Strahlteiier 4 und 
dem Spiegel 5 ist die Kompensationsvorrichtung 15 an- 
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geordnet, die zur Veranderung des optischen Gangun- 
terschieds zwischen den oberen und unteren Teilwellen- 
fronten der Beleuchlung oder Detektion dient. 
Die raumliche Koharenz der Beleuchtung ist zumindest 
durch die Lochblende 2 gewahrleistet. Daruberhinaus s 
sind die Beleuchtungsteitwellenfront von oben und die 
Beleuchtungsteifwellenfront von unten interferenzfahig, 
weil sie aus der gemeinsamen Lichtquelle 1 hervorge- 
hen. Im Fokalbereich interferieren sie zu einer Punktab- 
bildungsfunktion (PSF) H(x,y,z), die raumlich viel starker io 
begrenzt ist, als die PSF h(x,y,z) in einem herkomm li- 
chen (konfokaien) Mikroskop. Ist der Gangunterschied 
zwischen den bekJen Beleuchtungswellenfronten gleich 
Null, so ist das Volumen des Hauptmaximums von H 
(x.y.z) rund 4 mal kleiner als das Volumen des Hauptma- is 
ximums von h(x,y,z). Dies bedeutet, daB die wellenopti- 
sche Grenze der Auflosung deutlich heruntergesetzt 
wird. Das erste Intensitatsminimum von H(x,y,z) entlang 
der optischen Achse liegt etwa eine halbe Weilenlange, 
typisch 250 nm, vom absoluten Intensitatsmaximum im 20 
Fokuspunkt entfernt. Bei h(x,y,z) hingegen liegt das er- 
ste Intensitatsminimum mehr als 1000 nm vom absolu- 
ten Intensitatsmaximum entfernt. Analog zur Beleuch- 
tungswellenfront besteht die Detektionswellenfront aus 
einer Teilweilenfront oben und einer TeilweNenfront un- 25 
ten. Die Teilwellenfronten werden in den Punktdetektor 
fokussiert, wo sie interferieren und (aus Symmetriegrun- 
den) analog zur Beleuchtung eine Abbildung gemaB der 
Punktabbildungsfunklion H(x,y,z) bewirken. 

In dem erfindungsgemaBen doppelkonfokalen Mi- 30 
kroskop ist die quadraJische PSF H 2 (x,y,z) fur die Auflo- 
sung verantwortlich. Die Quadrierung schwacht die Ne- 
benmaxima, die durch die Interferenz der oberen und un- 
teren Wellenfronten entstehen. Die in Richtung der op- 
tischen Achse verbesserte Auflosung, verbessert auch 35 
die effektive laterale Auflosung, da die Trennung der 
2-Koordinaten die Auflosung lateraler Charakteristika 
ermoglbht, die sonst von den lateralen Charakteristika 
der Ebenen daruber oder darunter uberlagert werden. 
Da beim Rastenmikroskop die Abbildung punktweise er- 40 
folgt, ist eine Verbesserung der Auflosung in Richtung 
der optischen Achse mit einer Verbesserung in lateraler 
Richtung gleichwertig. Das erfindungsgemaBe doppel- 
konfokale Mikroskop besitzt die hochste Auflosung, die 
ein Femfeld-Lichtmi kroskop haben kann. 45 

Wird das Rastenmikroskop, dessen Strahlengang in 
Figur 1 dargestellt ist, in der Fluoreszensmikroskopie 
verwendet, ist der StrahlenteilerwOrfel 10 ein Farbstrahl- 
toiler, der das kurzerwellige anregende Licht passieren 
laBt und das langerwellige zur Seite in den Lichtdetektor so 
13ablenkt. 

Femer kann zwischen dem StrahlteilerwOrfel 10 und 
dem Strahlenteiler4 eine Strahlablenkein richtung ange- 
ordnet werden. Der Strahienteiler 4, der in der Darstel- 
lung als Spiegel ausgestaltet ist, kann durch andere ss 
Strahienteiler (WOrfel usw.) ersetzt werden. Eine Auflo- 
sungsverbesserung gegenOber dem herkommlichen 
konfokaien Mikroskop wird auch dann erzielt, wenn nur 



die Interferenz zwischen der oberen und unteren Detek- 
tionsteilwellenfront, oder wenn nur die Interferenz zwi- 
schen der oberen und unteren Beleuchtungswellenfronl 
erfolgt. 

Im Falle der Fluoreszenzmikroskopie kann in den 
von dem Strahienteiler 4 nach oben oder unten abge- 
lenkten Wellenfronten einer der Beleuchlungs- oder De- 
tektionsstrahlengange mit Hilfe von Farbfiltern ausge- 
schaltet werden. Dies geht auf Kosten der Auflosung; 
diese ist aber trotzdem grower als beim konventionellen 
konfokaien Mikroskop. 

Die Kompensationsvorrichtung 15, die beispielswei- 
se eine optische Verzogerungsplatte ist, ist zur optima- 
len Abstimmung der Interferenz eingebaut, insbeson- 
ders so, daB konstruktive Interferenz entsteht. 
Sie kann entweder wie dargestellt in dem oberen Teil der 
Wellenfront oder auch im unteren Teil der Wellenfront 
eingebaut werden. Sie dient insbesondere dazu, sotche 
Abstimmung der Interferenz zu ermog lichen, deren Ver- 
zogerung zertlich schnell veranderbar ist. Diese konnen 
mit der Bildaufnahmeelektronik und/oder der Elektronik 
zur Steuerung und Regelung der Rasterung ruckgekop- 
pelt werden. 

Falls Objektrasterung durchgefOhrt wird, befindet 
sich das Objekt auf einem - hier nicht eingezeichneten - 
Scan-Tisch, der die Translation des Objekts in moglichst 
X, Y und Z-Richtung ertaubt. Falls Strahlrasterung 
durchgefOhrt wird, bewegt sich vorzugsweise ein geeig- 
neter Scan-Tisch entlang der optischen Achse (Z-Ach- 
se). 

In Figur 2 ist die schematische Darstellung einer 
weiteren Ausf Ohrungsform eines Rastermikroskops dar- 
gestellt, die besonders fur die Fluoreszenzmikroskopie 
geeignet ist, wobei die Teile, die gleich zu den in Figur 1 
dargestellten Teile sind, mit gleichen Bezugszeichen 
versehen sind. 

Das Licht aus der Lichtquelle 1 gelangt durch den 
Strahlteiler 10auf den (geometrischen) Strahlteiler4, der 
die Wellenfront in zwei interferenzfahige Anteile spaftet. 
Ein Teil davon wird Ober Umlenkelemente in das obere 
Objektiv 7 des Mikroskops gelenkt (obere Beleuchtungs- 
wellenfront), der andere uber Umlenkelemente in das 
untere Objektiv 8 des Mikroskops (untere Beleuchtungs- 
wellenfront). Beide Beleuchtungswellenfronten interfe- 
rieren in der gemeinsamen Objektebene 9. Das von dort 
ausgehende Licht wird in entsprechendem Anteil von 
den Objektiven 7 und 8 gesammelt. Das von dem Ob- 
jektiv 7 koilektierte Licht (obere Detektionswellenfront) 
und ebenso das von dem Objektiv 8 koilektierte Licht 
(untere Detektionswellenfront) gelangen uber Umlenk- 
elemente auf den Strahlteiler 4, der die bei den Detekti- 
onswellenfront en zusammenfugt. Die Detekt ions wellen- 
fronten gelangen Ober den Strahienteiler 10 zu der Loch- 
hlende 12. Die durch die Lochblende 12 gelangt e Licht- 
intensitat wird von einem Lichtdetektor 13 gemessen 
und dient als Signal, das heiBt als Charakteristikum des 
abzubildenden Objektpunktes. 

Aufgrund des erfindungsgemaBen Aufbaues findet 



4 



7 



EP 0 491 289 B1 



8 



in mindestens einer der zur Objektebene 9 konjugierten 
Ebene oder in der Objektebene 9 selbst Interferenz der 
oberen Oder unteren Detektions- oder Beleuchtungswel- 
lenfronten statt. 

Urn die Interferenz zu gewahrleisten, um die Interferenz s 
kontrolliertdurchfuhrenzu konnen, bzw. um konstruktive 
Interferenz zu gewahrleisten, ist im Strahlengang zwi- 
schen dem Strahlteiler 4 und dem Objektiv 7 die Kom- 
pensationsvorrichtung 27 und 28 zur Veranderung des 
Gangunterschieds zwischen den oberen und unteren io 
Wellenf ronton vorgesehen. Es ist auch moglich, daB die- 
se Kompensationsvorrichtung im Strahlengang zwi- 
schen dem Strahlteiler 4 und dem Objektiv 8 angeordnet 
ist. Die Kompensation kann wahlweise auch durch die 
Bewegung bestimmter Bauteile, insbesondere der im is 
folgenden beschriebenen Umlenkelemente durchge- 
fuhrt werden. Die Kompensationsvorrichtung bzw. die 
optischen Wegstrecken sind so dimensioniert, daB auf 
jeden Fall ein hoher Koharenzgrad zwischen oberen und 
unteren Wellenfronten vorhanden ist, so daB die Interfe- 20 
renz auf jeden Fall stattfinden kann. 

Wie aus Figur 2 erkenntlich, wird der Strahl bei die- 
ser Ausf uhrungsform wahlweise in seinem Durchmesser 
mit Hilfe der Baustelne 60 und 60*. die zwischen dem 
Strahlteiierwurfel 10 und dem Strahlteiler 4 angeordnet ss 
sind, in seinem Durchmesser vergroBert oder verklei- 
nert. Desweiteren passiert er die Strahiablenkeinheit 50. 
Wie oben bereits beschrieben, wird die auf den Strahl- 
teiler 4 auffaliende Wellenfront in eine obere und eine 
untere Beleuchtungswellenfront geteilt. Der Strahlteiler- 30 
wurfel 10 ist im Falle der Fluoreszenzmikroskopie ge- 
maB Figur 2 ein FarbteilerwGrfel, der das zu detektieren- 
de Licht in den Lichtdetektor lenkt und das beleuchtende 
dem Strahlteiler zuleitet. Zwischen dem Strahlteiler 4 
und dem Objektiv 7 und/oder dem Strahlteiler 4 und dem 35 
Mikroskopobjektiv 8 ist mindestens ein Farbteiler ange- 
bracht GemaB Figur 2 sind es die beiden Farbteiler 20 
und 21, die die Detektionswellenfront von der Beleuch- 
tungswellenfront trennen. Diese passie ren getrennt je 
eine Kompensattonsvorrichtung 27 bzw. 28, so daB die <o 
Beleuchtungs- und die Detektionswellenfront getrennt in 
ihrer Phase und/oder Amplitude verandert werden kon- 
nen. 

Fur den Fall, daB das detektierte Licht eine langere 
Wellenlange besitzt und die Farbteiler 20 und 21 das Ian- *s 
gerwellige Licht reflektieren und das kurzerweiiige be- 
leuchtende Licht durchlassen, dient die Kompensations- 
vorrichtung 27 der Kompensation der Beleuchtungswel- 
lenfront und die Kompensationsvorrichtung 28 der De- 
tektionswellenfront. Unter Kompensation versteht man so 
die Veranderung des Gangunterschieds zwischen den 
Teilwellenfronten und/oder Veranderung der Phase ei- 
ner Wellenfront. 

Analog zu den eben beschriebenen Farbteiler 20 
und 21 sind im unteren Strahlengang die Farbteiler 22 ss 
und 23 angeordnet. Diese Farbteiler 22 und 23 werden 
analog zum oberen Strahlengang aufgebaut. Sie sind 
vorzugsweise aus dem Strahlengang herausnehmbar 



und/oder durch Farbteiler mit anderen physikalischen Ei- 
genschaften ersetzbar. Weitere Farbteiler oder Farbtei- 
lerpaare konnen zwischen dem Strahlteiler 4 und dem 
Objektiv 7 analog zu den Farbteilern 20 und 21 installiert 
werden, wie auch zwischen dem Strahlteiler 4 und dem 
Objektiv 8, z. B. bei Mehrfachfluoreszenz, um auch Wel- 
lenfronten mit einer werteren Wellenlange gezielt im 
Gangunterschied der Teilwellenfronten verandern zu 
konnen. 

Ober das Umlenkelement 5' gelangt die obere Be- 
leuchtungswellenfront auf die Kompensationsvorrich- 
tung 27, die die optische Weglange oder die Phase der 
Wellenfront verandert. Ober das Umlenkelement 5 ge- 
langt die obere Beleuchtungswellenfront in das Objektiv 
7, welches das Licht in die Objektebene 9 fokussiert. 
Ober das Umlenkelement 6* und das Umlenkelement 6 
gelangt die untere Beleuchtungswellenfront in das Ob- 
jektiv 8, welches das Licht ebenso in den gemeinsamen 
Brennpunkt fokussiert. Im Brennpunkt konnen die bei- 
den Beleuchtungs wellenfronten miteinander interferie- 
ren. 

Das Objekt befindet sich vorzugsweise auf einer 
"Tlschvorrichtung, welche eine Bewegung des Objekts in 
Z-Richtung, vorzugsweise in alien drei Raumrichtungen 
enaubt. 

Das vom Objektpunkt ausgehende Licht gelangt in 
die Objektive 7 und 8, welche die obere bzw. untere De- 
tektionswellenfront ausbilden. Unter dem Begriff "Wel- 
lenfronf sollen andere Wellenfronten des gleichen Wel- 
lenzuges im allgemeinen mrteinbegriffen sein. Im Falle 
des Fluoreszenzbetriebs gelangt die obere Detektions- 
wellenfront Ober den Farbteiler 21 , die Kompensations- 
vorrichtung 28 und den Farbteiler 20 auf den Strahlteiler 
4, ebenso wie die untere Detektionswellenfront Ober die 
Farbteiler 23 und 22 auf den Strahlteiler 4 gelangt. In ei- 
nem Nicht-Fluoreszenzbetrieb passieren die Detekti- 
onswelienfronten die Farbteiler und werden Ober die 
Umlenkelemente 5 und 5' bzw. 6 und 6' auf den Strahl- 
teiler 4 gelenkt. Der Strahlteiler 4 fugt die beiden Detek- 
tionswellenfronten zu einer zusammen. Ober den Strahl- 
teiler 10 gelangt die Detektionswellenfront zur Linse 11. 
Die Detektionswellenfront wird in eine in der Lochblende 
12 zusammenlaufende Kugetwellenfront verwandeit. 
Die beiden Detektionswellenfronten interfe rieren in der 
Ebene der Lochblende 12 miteinander und bilden den 
Objektpunkt der Objektebene 9 in die Ebene der Loch- 
blende 1 2 mit vergroBerter Apertur im Sinne des doppel- 
konfokalen Mikroskops ab. 

Die Anordnung ist im Sinne der Erfindung, wenn am 
Objekt und/oder am Lichtdetektor Interferenz der Be- 
leuchtungs- oder Detektionsteilwellenfronten stattfindet. 
Deshalb ist es moglich, eine Detektionswellenfront bzw. 
eine Beleuchtungswellenfront wegzulassen. 

Dazu wird entweder die obere oder die untere Be- 
leuchtungswellenfront unterbrochen. Dies geschieht mit 
Hilfe eines opaken Hinde misses 45 bzw. 46 in der obe- 
ren bzw. unteren Beleuchtungswellenfront. 
Mit Hilfe eines opaken Hindernisses 47 bzw. 48 in der 
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oberen bzw. unteren Detektionswellenf ront wird die obe- 
re bzw. untere Detektionswellenf ront gestoppt. Hier- 
durch ist eine einseitige Detektion und eine Beleuchtung 
mit interferierenden Beleuchtungswellenfronten mog- 
lich. 5 

Bei der in Figur 2 beschriebenen Ausfuhrungsform 
ist die Strahlabienkeinheit so konzipiert, dafB der Strahi 
eine Winkelbewegung bezuglich der optischen Achse 
durchfuhrt, wobei vorzugsweise die Mitten der Eintritts- 
pupillen T bzw. 8' der Objektive 7 bzw. 8 Drehpunkte io 
sind. Aufeinanderabgestimmte Ablenkeinheiten konnen 
auch zwischen dem Strahlteiler 4 und dem Objektiv 7 
bzw. zwischen dem Strahlteiler 4 und dem Objektiv 8 ein- 
gefugt werden. 

Die Veranderung des relativen Gangunterschieds is 
der oberen und unteren Wellenfronten kann auch durch 
die schnelle Veranderung der Abmessungen der oberen 
und unteren Strahlengange erfolgen, z. B. uber eine si- 
multane Bewegung von Umlenkeinheiten 5 und 5' Oder 
der Farbteilerpaare 20 und 21 in Richtung der optischen so 
Achse. Diese Bewegung kann z. B. mit Hilfe piezoelek- 
trischer oder elektromechanischer Stellelemente erfol- 
gen. 

Die Frequenz der Veranderung des Gangunterschiedes 
durch die Kompensationsvorrichtung kann mit Hilfe einer 25 
interferometrischen Anordnung erfaBt werden. Das Si- 
gnal kann als Taktgeber fur die Sample-Elektronik 
(Lock-in, Boxcar-Integrator) benutzt werden. 

In Figur 3 ist die schematische Darstellung des 
Strahlenganges einer weiteren Ausfuhrungsform eines 30 
Rastermikroskops dargestellt, wobei die Teile, die den in 
den Figuren 1 und 2 dargestellten Teilen entsprechen, 
mrt gleichen Bezugszeichen versehen sind. Im folgen- 
den sollen gemaB Figur 3 nur die Teile des Strahlen- 
gangs naher erlautert werden, die sich von den bisher 3$ 
beschriebenen Strahlengangen unterscheiden. 

Zwischen dem Strahlteiler 10 und dem Strahlteiler 
4 ist eine Strahlabienkeinheit angeordnet. Die aus der 
Lichtquelle 1 uber die Lochblende 2 und die Linse 3 
durch den Strahlteiler 1 0 kommende Wellenfront gelangt *o 
an den Spiegel 51, der urn eine Achse (z. B. senkrecht 
zur Reflexionsebene) schnelle Kippbewegungen durch- 
fuhrt. Meistens ist der Spiegel an der Achse eines Dreh- 
spulgalvanometers angebracht, das mit Hilfe einer Si- 
nusspannung betrieben wird. Auf diese Weise fuhrt der *s 
Strahi nach dem Spiegel 51 eine Kippbewegung in der 
Reflexionsebene (= Papierebene) durch. Die Linsen 52 
und 53 sind so angeordnet, daB der Spiegel 51 in den 
Spiegel 54 abgebikJet wird. Der Spiegel 54 fuhrt eine 
Kippbewegung durch, die senkrecht zu der des Spiegels so 
51 angeordnet ist. Die Unsen 55 und 56 bilden den Spie- 
gel 54 und damit auch den Spiegel 51 in die Eintrrttspu- 
pillen T und 8' der Objektive 7 und 8 ab. Der Strahi f Ohrt 
in den Eintrittspupillen T und 8' eine Drehbewegung in 
zwei zueinander senkrechte Richtungen durch. Die ss 
Drehpunkte befinden sich in den Eintrittspupillen 7'und 
8*. Die Eintrittspupillen T und 8', der Spiegel 54 und 51 
befinden sich in optisch zueinander konjugierten Ebe- 



nen. 

Die Bewegungen der Spiegel 51 und 54 werden von 
den beiden Objektrven 7 und 8 des Mikroskops in der 
Objektebene 9 in zwei zueinander senkrechte lineare 
Bewegungen umgewandelt. Auf diese Weise kann das 
Objekt flachenmaBig abgerastert werden. Wenn man ei- 
nen der beiden Spiegel auf einer zweiachsigen Mecha- 
nikanbringt, z. B. wenn man einen Galvanometerspiegel 
auf den anderen draufsetzt, so kann man auf einen Spie- 
gel und zwei Linsen verzichten. Dies ist gut fur die Aus- 
beute des detektierten Lichts. Man kann auch dann auf 
einen Spiegel verzichten, wenn eine Ablenkrichtung 
durch eine gleichwertige Tischbewegung in der Objekt- 
ebene 9 ersetzt wird. 

Um Interferenzzu gewahrleisten, um die Interferenz 
kontroiliert durchfuhren zu konnen bzw. um konstruktive 
Interferenz zu gewahrleisten, ist im Strahlengang zwi- 
schen dem Strahlenteiler 4 und dem Objektiv 8 minde- 
stens eine Kompensationsvorrichtung 27 bzw. 28 zur 
Veranderung des Gangunterschieds zwischen den obe- 
ren und unteren Wellenfronten vorgesehen. Die Kom- 
pensation kann wahlweise auch durch die Bewegung 
bestimmter Bauteile, insbesondere der Umlenkelemen- 
te 25 und 26 durchgefuhrt werden. Die Kompensations- 
vorrichtung bzw. die optischen Wegstrecken sind so di- 
mensioniert, da (3 ein hoher Koharenzgrad zwischen den 
oberen und unteren Wellenfronten vorhanden ist, so daB 
Interferenz stattfinden kann. In Figur 3 ist im Strahlen- 
gang zwischen dem Strahlteiler 4 und dem Objektiv 7 
die weitere Kompensationsvorrichtung 29 angeordnet. 

Ein wesentlicher Unterschied zwischen dem konfo- 
kalen und dem hier beschriebenen doppelkonfokalen 
Mikroskop besteht darin, daB beim doppelkonfokalen 
Mikroskop entweder die Be leuchtungs wellenfront aus 
Teilen besteht und von entgegengesetzten Richtungen 
der optischen Achse einfallen und miteinander interfe- 
rieren, oder da die Detektionswellenfront aus Teilen be- 
steht, die zunachst in entgegengesetzte Richtungen der 
optischen Achse vom Objekt weggehen und beim Licht- 
detektor miteinander interferieren, oder da8 beides zu- 
gleich zutrifft. 

In Figur 4 ist der Strahlengang einer weiteren Aus- 
fuhrungsform eines Rastermikroskops schematisch dar- 
gestellt. Diese Anordnung unterscheidet sich von den 
bisher beschriebenen Ausf uhrungsformen eines Raster- 
mikroskops dadurch, daB die Aufspaltung der Wellen- 
front in eine obere und eine untere Beleuchtungswellen- 
front vor der Lochblende erfolgt. Aus diesem Grunde 
sind zwei Lochblenden 102 und 202 vorhanden, welche 
jeweils fur die obere und die untere Wellenfront zustan- 
dig sind. Auch die Detektions wellenfronten werden erst 
nach dem Passieren der Lochblenden 102 und 202 zu- 
sammengefuhrt. Die Beleuchtungswellenfronten interfe- 
rieren wie bisher im Objekt, die Detektionswellenf ronten 
im Detektor 13. 

Ein weiterer Unterschied zu den bisher beschriebe- 
nen Anordnungen besteht darin, daB die beiden Loch- 
blenden 102 und 202 Translationsbewegungen durch- 
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fuhren kdnnen und so gegeneinander versetzt werden 
kdnnen. 

Die ubrigen Bauelemente erfOllen die gleiche Funk- 
tbn wie bei den anderen Anordnungen. 

Die Verschiebungder Lochblende 102 wirdvorzugs- 5 
weise zusammen mitder Linse 101 und/oder dem Spie- 
gel 5 durchgefuhrt; die Verschiebung der Lochblende 
202 wind analog zusammen mit der Linse 201 und/oder 
dem Spiegel 6 durchgefuhrt. Das Verschieben der Loch- 
blenden 1 02 und 202 bewirkt eine geziefte Veranderung io 
des Interferenzmusters und damit eine etwas andere Art 
der Abbildung. 

Alle Strahlteiler kdnnen wie bei den anderen Anord- 
nungen auch ein geometrischer (z. B. eckiger Spiegel) 
Oder physikalischer Wellenfrontteiler (z. B. Strahtteiler- 
wOrfel) sein, Oder aus mehreren, eventuell auch selb- 
standig optisch wirksamen Teilen bestehen. Im Falle von 
Fluoreszenzmikroskopie kann der Strahtteiler 110 
und/oder 210 ein Farbteiler sein. 

Der Strahlteiler 4 dient der Aufteilung der vom Laser 20 
kommenden Wellentront in eine obere und eine untere 
Beleuchtungswellenfront. Das Prisma 4' dient der Um- 
lenkung der unteren Beleuchtungswellenfront hin zu 
dem Umlenkelement 6'. Von dort gelangt diese Qber das 
Umlenkelement 6 und den StrahlteilerwOrf el 21 0 zur Lin- 2s 
se 201 . Die obere Beleuchtungswellenfront gelangt Qber 
die Kompensationsvorrichtung 27, Ober die Umlenkele- 
mente 5" und 5 und anschlieBend Ober den Strahlteiler- 
wurfel 110 zur Linse 101. Die ohere Detektions wellen- 
tront gelangt Ober die Lochblende 1 02 und die Linse 1 01 30 
zum Strahlteiler 110, von wosie Ober die Umlenkelemen- 
te 105 (z. B. Spiegel oder Prisma) zur Kompensations- 
vordchtung 28, und von dort zum Strahlteiler 304 ge- 
langt, wo sie mit der unteren Detektionswellenfront ver- 
einigt wird. 35 
Die untere Detektionswellenfront gelangt Ober den 
Strahlteiler 210 und das Umlenkelement 206 zum Strah- 
lenteiler 304. Die vereinigte Wellenfront gelangt Ober die 
Linse 11 zur Lochblende 12. 

in dieser Anordnung kann, wie in alien anderen An- 40 
ordnungen auch, der Strahlteiler 4 sowohl ein physikali- 
scher als auch ein geometrischer Strahlteiler sein, oder 
auch aus mehreren optisch wirksamen Teilen zusam- 
men gesetzt sein. Dies gilt auch fOr den Strahlteiler 304, 
der auch durch eine Kombination, wie sie aus 4 und 4' 4$ 
gebildet wird, ersetzbar ist. 



dadurch gekennzeichnet, 
daB mindestens eine nichtpolarisierende 
Strahlteilervorrichtung (4, 304) zur Aufspaltung 
des beleuchtenden Lichts in koharente Anteiie, 
die die verschiedenen gegeneinander gerichte- 
ten Objektive beleuchten, und/oder zum 
Zusammenfuhren von zueinander koha rente n 
Uchtstrahlen von den verschiedenen, gegen- 
einander gerichteten Objektiven vorgesehen ist 
und so angeordnet ist, daB der Gangunter- 
schied der durch die Strahlteilervorrichtung (4, 
304) definierten, von mindestens einer Licht - 
quelle durch die verschiedene, gegeneinander 
gerichtete Objektive zu deren gemeinsamen 
Fokus fOhrenden optischen Wege kleiner ist als 
die Koharenzlange des aus dieser Lichtquelle 
kommenden Lichts und/oder der Gangunter- 
schied der durch die Strahlteilervorrichtung (4, 
304) definierten, von dem gemeinsamen Fokus 
durch die verschiedenen Objektive zu minde- 
stens einem gemeinsamen Detektor f uhrenden 
optischen Wege kleiner ist als die Koharenz- 
lange des vom gemeinsamen Fokus stammen- 
den Lichts, und 

daB mindestens ein Interferenzveranderungs- 
mittel derart angeordnet ist, daB Licht, das 
durch mindestens eines der Objektive (7) hin- 
durchgegangen ist, koharent oder teilkoharent 
Oberlagert wird mit Licht, das durch mindestens 
ein Objektiv (8) hindurchgegangen ist, welches 
sich auf der anderen Seite der Objektebene (9) 
befindet, so daB die Oberiagerten Lichtwellen 
am Objekt und/oder an mindestens einem Licht- 
detektor (1 3) zumindest zeitweise mrteinander 
interferieren und daB eine gezielte Beeinflus- 
sung der Interferenz moglich ist. 

2. Rastermikroskop nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, 
daB an mindestens einem abzubildenden 
Objektpunkt und/oder an mindestens einem 
Lichtdetektor zumindest zeitweise konstruktive 
Interferenz auftritt. 

3. Rastermikroskop nach Anspruch 1 oder 2, 



Patentanspruche 

so 

1. Rastermikroskop mit mindestens einer punktformi- 
gen Lichtquelle (1), mindestens einem Lichtdetektor 
(13) und mindestens zwei Objektiven (7, 8), wobei 
sich auf verschiedenen Seiten der Objektebene (9) 
mindestens ein Objektiv (7, 8) befindet, das gegen ss 
mindestens ein Objektiv, das sich auf der anderen 
Seite der Objektebene befindet, gerichtet ist und mit 
diesem einen gemeinsamen Fokus hat, 



dadurch gekennzeichnet, 
daB die zwei Objektive (7, 8), die auf verschie- 
denen Seiten der Objektebene (9) angeordnet 
sind, gegeneinander gerichtet und zur opti- 
schen Achse und zueinander zentriert sind. 

4. Rastermikroskop nach Anspruch 1 , 2 Oder 3, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB sich in mindestens einer Ebene, die zur 

Objektebene optisch konjugiert ist, mindestens 
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eine Blende (12, 2) befindet. 

5. Rastermikroskop nach mindestens einem der vor- 
herigen Anspruche, 

5 

dadurch gekennzeichnet, 
da 3 das Interferenzveranderungsmittel eine 
Kompensationsvorrichtung (15, 27, 28, 29) ist, 
die an mindestens einem abzubildenden 
Objektpunkt und/oder an mindestens einem io 
Lichtdetektor eine Oberiagerung koharenter 
oder tei! koharenter Wellenzuge ermoglicht, die 
jeweils durch die verschiedenen Objektive (7, 8) 
ganz oder teilweise getreten sind. 

75 

6. Rastermikroskop nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Kompensationsvorrichtung (15, 27, 28, 
29) an mindestens einem abzubildenden 20 
Objektpunkt und/ oder an mindestens einem 
Lichtdetektor (13) zumindest zeitweise kon- 
struktive Interferenz der Wellenzuge hervorruft. 

7. Rastermikroskop nach Anspruch 5 oder 6, 2s 

dadurch gekennzeichnet, 
daB mindestens eine der Kompensationsvor- 
richtungen (15, 27, 28, 29) als gangunterschied- 
veranderndes Element eine zumindest teil- 30 
weise transparente Platte besitzt, die unter- 
schiedliche optische Dicken aufweist und so 
bewegt wird, da8 in einer zeitlichen Abfolge 
unterschiedliche optisch dicke Teile der Platte 
in den Strahlengang gebracht werden. 35 

8. Rastermikroskop nach Anspruch 5 oder folgende, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB mindestens eine der Kompensationsvor- *o 
richtungen eine mechanische Translationsvor- 
richtung ist, die an mindestens einem optisch 
wirksamen Teil angebracht ist und den opti- 
schen Weg veriangert oder verkurzt. 

45 

9. Rastermikroskop nach mindestens einem der vor- 
herigen Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB mindestens eines der Interferenzverande- so 
rungsmittel eine Translationsbewegung der 
Objektive bewirkt, so daB die Translationsbe- 
wegung eine nicht verschwindende Kompo- 
nente in Ausbrertungsrichtung der sie passie- 
renden Wellenfront besitzt, wobei sich die ss 
Objektive und die Probe zusammen bewegen. 

10. Rastermikroskop nach mindestens einem der vor- 



herigen Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Interferenzveranderungsmittel die 

Interferenzen schnelloderauch langsamveran- 

dern. 

11. Rastermikroskop nach mindestens einem der vor- 
herigen Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Veranderung der Interferenzen peri- 
odisch durchgefuhrt wird, da die Kompensati- 
onsvorrichtung den Gangunterschied zwischen 
den Wellen zugen, die durch das eine Objektiv 
hindurchgehen oder hindurchgegangen sind, 
und den Wellenzugen, die durch das andere 
Objektiv hindurchgehen oder hindurchgegan- 
gen sind, periodisch verandert, oder daB die 
Objektive eine periodische Bewegung durch- 
fOhren. 

12. Rastermikroskop nach mindestens einem der vor- 
herigen Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB mindestens eines der Interferenzverande- 
rungsmrttel mil der Steuer- und/oder Regelelek- 
tronik der Rasterung und/oder mrt der Signal- 
verarbeitungselek tronik ihrer Funktbn ruckge- 
koppelt und/oder abgestimmt ist. 

13. Rastermikroskop nach mindestens einem der vor- 
herigen Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB dem Lichtdetektor (13) eine Sample-Elek- 
tronik, z.B. Lock-in, Boxcar-Integrator o.a, 
nachgeschaltet ist, die den Sample-Takt selbst 
erzeugt, oder daB dem Lichtdetektor (13) eine 
Sample-Elektronik, z.B. Lock-In, Boxcar-Inte- 
grator o.a., nachgeschaltet ist, deren Sam- 
ple-Takt aus einer Elektronik stammt, welche 
die Interferenzveranderungsmittel steuem oder 
regeln, oder daB dem Lichtdetektor (13) eine 
Sample-Elektronik, z.B. Lock-in, Boxcar-Inte- 
grator o.a., nachgeschaltet ist, die den Sam- 
ple-Takt aus einem weiteren Lichtdetektor 
bezieht, der den Interferenzveranderungsmit- 
teln optisch nachgeschaltet ist und der interfe- 
rierendes Licht detektiert, dessen Interferenzen 
sich aufgrund der Einwirkung des Interferenz- 
veranderungsmittels von konstruktiv auf 
destruktiv und umgekehrt verandem. 

14. Rastermikroskop nach mindestens einem der vor- 
herigen Anspruche, 
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dadurch gekennzeichnet, 
daB mindestens eine Vorrichtung zur Verande- 
rung der Amplitude in den Beleuchtungs- 
und/oderden Detektionsstrahlengangen vorge- 
sehen ist. 

15. Rastermikroskop nach mindestens einem der vor- 
herigen Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB mindestens eine Vorrichtung vorhanden ist, 
welche Wellenfrontaberrationen, die insbeson- 
dere durch Deckglaser oder Probe entstehen, 
zumindest teilweise kompensieren. 

16. Rastermikroskop nach mindestens einem der vor- 
herigen Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die zur Objektebene optisch konjugierten 

Blenden entfembar und/oder austauschbar 

und/oder in ihrer Offnung variabel und/oder 

beweglich, d. h. Translation und/oder Rotation 

sind. 

17. Rastermikroskop nach mindestens einem der vor- 
herigen Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB zusatzlrch optische Elemente mit minde- 
stens einem Lichtdetektor angeordnet sind, ins- 
besondere um zusatzlich zum doppelkonfoka- 
len Bild, ein Bild mit konventioneller oder her- 
kommlich konfokaler Auflosung zu erhalten. 



Claims 

1 . Scanning microscope with at least one point source 
of light (1 ), at least one light sensor (13) and at least 
two lenses (7, 8), wherein on different sides of the 
object plane (9) at least one lens (7, 8) is located 
which is opposite at least one lens which is located 
on the other side of the object plane, and has a com- 
mon focus with said lens, characterised in that at 
least one non-polarising beam-splitting device (4, 
304) for splitting the illuminating light into coherent 
parts which illuminate the different, oppositely dis- 
posed lenses, and/or for bringing together light 
beams which are coherent to each other from the 
different, oppositely disposed lenses is provided and 
is arranged so that the path difference of the optical 
path defined by the beam-splitting device (4, 304) 
leading from at least one light source through the 
different, oppositely disposed lenses to the common 
focus thereof is smaller than the coherence length 
of the light coming from this light source and/or the 
path difference of the optical path defined by the 



beam-splitting device (4, 304) leading from the com- 
mon focus through the different lenses to at least 
one common sensor is smaller than the coherence 
length of the light emanating from the common 

5 focus, and in that at least one interference altering 
means is arranged such that light which has passed 
through at least one of the lenses (7) is superim- 
posed coherently or partly coherently onto light 
which has passed through at least one lens (8) which 

io is located on the other side of the object plane (9) 
so that the superimposed light waves at least inter- 
mittently interfere with each other at the object 
and/or at at least one light sensor (1 3), and that spe- 
cific influencing of the interference is possible. 

75 

2. Scanning microscope according to claim 1 , charac- 
terised in that at least intermittent constructive inter- 
ference occurs at at least one object point to be 
imaged and/or at at least one light sensor. 

20 

3. Scanning microscope according to claim 1 or 2, 
characterised in that the two lenses (7, 8) which are 
arranged on different sides of the object plane (9) 
are oppositely disposed and are centred with 

25 respect to the optical axis and to one another. 

4. Scanning microscope according to claim 1 , 2 or 3, 
characterised in that at least one screen (12, 2) is 
located on at least one plane which is optically con- 

30 jugated with respect to the object plane. 

5. Scanning microscope according to at least one of 
the preceding claims, characterised in that the inter- 
ference altering means is a compensating device 

35 (15, 27, 28, 29) which makes it possible to superim- 
pose coherent or part coherent wave trains which 
have in each case wholly or partly passed through 
the different lenses (7, 8) at an object point to be 
imaged and/or at at least one light sensor. 

40 

6. Scanning microscope according to claim 5, charac- 
terised in that the compensating device (15, 27, 28, 
29) causes at least intermittent constructive interfer- 
ence of the wave train at at least one object point to 

45 be imaged and/or at at least one light sensor (13). 

7. Scanning microscope according to claim 5 or 6, 
characterised in that at least one of the compensat- 
ing devices (1 5, 27, 28, 29) has as its path difference 

50 altering element an at least partially transparent 
plate which is provided with different optical thick- 
nesses and is moved such that parts of the plate with 
different optical thicknesses are brought in 
sequence into the beam path. 

55 

8. Scanning microscope according to claim 5 or follow- 
ing, characterised in that at least one of the compen- 
sating devices is a mechanical translation device 
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which is fitted to at least one optically effective part 
and lengthens or shortens the optical path. 

9. Scanning microscope according to at least one of 
the preceding claims, characterised in that at least 5 
one of the interference altering means effects a 

. translatory movement of the lens, so that the trans- 
latory movement has a non-vanishing component in 
the direction of propagation of the wave front pass- 
ing before it, wherein the lens and the sample move io 
together. 

10. Scanning microscope according to at least one of 
the preceding claims characterised in that the inter- 
ference altering means alters the interferences is 
quickly or slowly. 

11. Scanning microscope according to at least one of 
the preceding claims, characterised in that the alter- 
ation of the interferences is carried out periodically 20 
as the compensating device periodically alters the 
path difference between the wave trains which are 
passing through or have passed through one lens 
and the wave trains which are passing through or 
have passed through the other lens, or in that the as 
lenses carry out a periodic movement. 

12. Scanning microscope according to at least one of 
the preceding claims, characterised in that at least 
one of the interference altering means is fed back 30 
and/or tuned to the function of the control electronics 
and/or regulating electronics for the scanning and/or 

the signal processing electronics. 

13. Scanning microscope according to at least one of 3$ 
the preceding claims, characterised in that sampling 
electronics, for example lock-in, boxcar integrator or 

the like, which themselves produce the sampling 
rate, are connected after the light sensor (13), orthat 
sampling electronics, for example lock-in, boxcar 40 
integrator or the like, the sampling rate of which is 
derived from electronics which control or regulate 
the interference altering means, are connected after 
the light sensor (13), or that sampling electronics, 
for example lock-in, boxcar integrator or the like, 
which adopt the sampling rate from a further light 
sensor which is optically connected after the inter- 
ference altering means and senses the interfering 
light, the interferences of which alter from construc- 
tive to destructive and vice-versa due to the effect so 
of the interference altering means, are connected 
after the light sensor (1 3). 

14. Scanning microscope according to at least one of 

the preceding claims, characterised in that at least ss 
one device for altering the amplitude in the illumina- 
tion and/or sensing wave paths is provided. 



15. Scanning microscope according to at least one of 
the preceding claims, characterised in that at least 
one device is present which at least partially com- 
pensates for wave front abbe rat ions which are 
caused in particular by cover slips or samples. 

16. Scanning microscope according to at least one of 
the preceding claims, characterised in that the 
screens optically conjugated to the object plane are 
removable and/or replaceable and/or variable in 
their degree of opening and/or moveable, that is to 
say in both translation and rotation. 

17. Scanning microscope according to at least one of 
the preceding claims, characterised in that addi- 
tional optical elements are arranged with at least one 
light sensor, in particular to obtain an image with 
conventional or standard confocal resolution in addi- 
tion to the double-confocal image. 



Revendlcations 

1. Microscope a balayage comprenant au moins une 
source lumineuse ponctuelle (1 ), au moins un detec- 
teur de lumiere (13) et au moins deux objectifs (7, 
8), au moins un objectif (7, 8) se trouvant sur des 
cotes differents du plan (9) objet et etant oriente sur 
au moins un objectif se trouvant de I'autre cdte du 
plan objet en ayant un foyer commun avec lui, 

caracterise 

en ce qu'au moins un dispositif non polarisant 
de division du rayon (4, 304), qui est destine a 
diviser la lumiere d'eclairage en fractions cohe- 
rentes qui eclairent les differents objectifs orien- 
tes les uns vers les autres et/ou a concentrer 
les uns avec les autres les rayons lumineux 
coherents provenant des differents objectifs 
orientes les uns vers les autres, est prevu et est 
dispose de maniere que la difference de marche 
des trajets optiques qui sont definis par le dis- 
positif de division de rayon (4, 304) et menent 
d'au moins une source lumineuse et par les dif- 
ferents objectifs orientes les uns vers les autres 
vers leur foyer commun soit plus petite que la 
longueur de coherence de la lumiere provenant 
de cette source lumineuse et/ou de maniere que 
la difference de marche des trajets optiques 
definis par ie dispositif diviseurde rayon (4, 304) 
menant du foyer commun et par les differents 
objectifs a au moins un detecteur commun soit 
plus petite que la longueur de coherence de la 
lumiere issue du foyer commun et 
en ce qu'au moins un moyen de modification 
dMnterference est dispose de maniere que la 
lumiere qui a passe parau moins Tun des objec- 
tifs (7) soit superposee de maniere coherente 
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ou partiellement coh6rente a la lumiere qui a 
passe par au moins un objectif (8) qui se trouve 
de I'autrecote du plan (9) objet, de maniere que 
les ondes lumineuses superposees interferent 
les unes avec les autres au moins partiellement s 
sur I'objet et/ou au moins sur un detecteur de 
lumiere (13) et qu'une influence specifique sur 
['interference soit possible. 

Microscope a balayage selon la revendication 1 , 10 

caract6ris6 

en ce qu'une interference constructive au moins 
momentanee ap pa rait sur au moins un point 
objet dont I' image doit etre reproduite et/ou sur is 
au moins un detecteur de lumiere. 

Microscope a balayage selon la revendication 1 ou 
2, 

20 

caracterise 

en ce que les deux objectifs (7, 8) qui sont dis- 
poses sur des cotes difterents du plan objet (9) 
sont orientes Pun vers 1'autre et sont centres sur 
. I'axe optique et Tun sur ('autre. 

Microscope a balayage selon la revendication 1 , 2 
ou 3, 

caracterise 30 
en ce qu'au moins un diaphragme (12, 2) se 
trouve dans au moins un plan qui est conjugue 
optiquement avec le plan objet. 

Microscope a balayage selon au moins Tun des 35 
revendications precedentes, 

caracterise 

en ce que le moyen de modification d'interfe- 
rence est un dispositif de compensation (1 5, 27, 40 
28, 29) qui permet en au moins un point objet 
dont I' image doit Stre reproduite et/ou sur au 
moins un detecteur de lumiere une superposi- 
tion de trains d'ondes coherents ou partielle- 
ment coherents dont chacun a passe totale- 45 
ment ou partiellement par les difterents objectifs 
(7, 8). 

Microscope a balayage selon la revendication 5, 

so 

caracterise 

en ce que le dispositif decompensation (15, 27, 
28, 29) provoque sur au moins un point objet 
dont I'image doit etre reproduite et/ou sur au 
moins un detecteur de lumiere (13) une interte- ss 
rence au moins momentan6ment constructive 
des trains d'ondes. 



7. Microscope a balayage selon la revendication 5 ou 
6, 

caracterise 

en ce qu'au moins Tun des dispositifs de com- 
pensation (15, 27, 28, 29) ayant la forme d'un 
element modifiant la difference de marche com- 
prend une plaque au moins partiellement trans- 
pa rente qui a des epaisseurs optiques difteren- 
tes et qui est deplacee de maniere que des par- 
ties d'epaisseurs optiques drfferentes de la pla- 
que soient amenges dans la marche du rayon 
en une sequence dans le temps. 

8. Microscope a balayage selon la revendication 5 ou 
les suivantes, 

caracterise 

en ce qu'au moins I'un des dispositifs de com- 
pensation est un dispositif mecanique de trans- 
lation qui est monte sur au moins un element 
ayant une activity optique et qui allonge ou rac- 
courcit le trajet optique. 



caracterise 

en ce qu'au moins I'un des moyens de modifi- 
cation d'interf6rence provoque un mouvement 
de translation des objectifs de maniere que le 
mouvement de translation comporte une com- 
posante qui ne disparatt pas dans la direction 
de propagation du front d'ondes passant par 
eux, les objectifs et I'echantillon se deplacant 
ensemble. 

10. Microscope a balayage selon au moins I'une des 
revendications precedentes, 

caracterise 

en ce que les moyens de modification d'interf e- 
rence modifient les interferences rapidement ou 
aussi lentement. 

11. Microscope a balayage selon au moins I'une des 
revendications precedentes, 

caracterisd 

en ce que la modification des interferences est 
effectuee p6riodiquement, en ce que le dispo- 
sitif de compensation modrfle perkxJiquement la 
difference de marche entre les trains d'ondes 
qui passent ou qui ont pass6 par I'un des objec- 
tifs et les trains d'ondes qui passent ou ont 
passe par I'autre objectif ou en ce que les objec- 
tifs ex6cutent un mouvement periodique. 



25 9. Microscope a balayage selon au moins I'une des 
revendications pr6cedentes, 
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12. Microscope a balayage selon au moins Tune des 
revendications precedentes, 

caracterise 

en ce qu'au moins I'un des moyens de modifi- s 
cation d'interference est retroactif et/ou accorde 
avec Telectronique de commande et/ou de 
reglage du balayage et/ou avec Telectronique 
de traitement des signaux de sa fonction. 

10 

13. Microscope a balayage selon au moins Tune des 
revendications precedentes, 

caracterise 

en ce qu'une electronique d'echantillonnage, is 
par exempie un integrate ur de verrouillage de 
type Boxcar ou analogue, qui est montee en 
aval du detecteur de lumiere (13), genere auto- 
matiquement la cadence d'echantillonnage ou 
en ce qu'une electronique d'echantillonnage, 20 
par exempie un integrate ur de verrouillage de 
type Boxcar ou analogue est montee en aval du 
detecteur de lumiere (13), sa cadence d'echan- 
tillonnage provenant d'une electronique qui 
commande ou regie le moyen de modification 2s 
d'interference, ou en ce qu'une electronique 
d'echantillonnage, par exempie un integrateur 
de verrouillage de type Boxcar ou analogue, qui 
est montee en aval du detecteur de lumiere 
(13), recort la cadence d'echantillonnage d'un 30 
autre detecteur de lumiere qui est monte opti- 
quement en aval des moyens de modification 
d'interference et qui detect e la lumiere interfe- 
rente dont les interferences varient du mode 
constructif au mode destructif et inversement 3S 
par suite de Taction du moyen de modification 
d'interference. 

14. Microscope a balayage selon au moins Tune des 
revendications precedentes, 40 

caracterise 

en ce qu'au moins un dispositrf de modification 
de Tamplitude est prevu dans les marches des 
rayons d'eclairage et/ou des rayons de detec- *s 
tion. 

15. Microscope a balayage selon au moins Tune des 
revendications precedentes, 

so 

caracterise 

en ce qu'il comporte au moins un dispositrf qui 
compense au moins partiellement les aberra- 
tions des fronts d'ondes qui sont dues en parti- 
culier aux lamelles couvre-objet ou a Techan- ss 
tillon. 

16. Microscope a balayage selon au moins I'une des 



revendications precedentes, 
caracterise 

en ce que les diaphragmes conjugues optique- 
ment avec le plan objet peuvent etre enleves 
et/ou interchanges et/ou leur ouverture est 
variable et/ou mobile, c'est a dire en translation 
et/ou en rotation. 

17. Microscope a balayage selon au moins Tune des 
revendications precedentes, 

caracterise 

en ce que des elements optiques comprenant 
au moins un detecteur de lumiere sont disposes 
accessoirement, en particulier pour obtenir. en 
plus de Timage double confocale, une image 
ayant une resolution usuelle ou confocale habi- 
tuelle. 
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